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RESUMEN

La ciencia ha puesto real interés en el uso de sustancias naturales para el
control microbiano siendo una de las areas que se encuentra en auge en
la actualidad, entre las plantas estan las que producen aceites esenciales.
En este trabajo se buscé la actividad antibacteriana de los aceites
esenciales extraidos de Clinopodium tenellum (Huarmi Poleo), Morella
Parvifolia (Laurel de cera) sobre las cepas de S. aureus ATCC 25923 y E.
coli ATCC 25922, causantes de enfermedades infecciosas como:

gastrointestinales y respiratorias, respectivamente.

De Clinopodium tenellum, Morella Parvifolia, se obtuvieron los aceites
esenciales por medio de la destilacién por arrastre de vapor con una
trampa de Clevenger. Los cuales fueron analizados mediante
cromatografia de gases en base a cinco patrones (alfa-pineno, beta-

pineno, linalol, limoneno y mentona).

Para el analisis microbiolégico se realiz6 un screening, utilizando la
técnica de microdilucion en placa; con la que es posible determinar la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) en la que se basa la actividad o la
negatividad de efecto antimicrobiano. Los aceites esenciales de
Clinopodium tenellum y Morella Parvifolia fueron analizados a diferentes
concentraciones. El estudio demostr6 para el aceite esencial de
Clinopodium tenellum una leve actividad a una concentraciéon de 867.8
pg/ml (CMI 50) sobre E. coli y sin actividad sobre S. aureus; y el aceite

esencial de Morella Parvifolia sin actividad, sobre E. coli y S. aureus.

Palabras claves

Aceites esenciales, Clinopodium, Satureja tenella, Morella parvifolia.
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ABSTRACT

Science has real interest in the use of natural substances for microbial
control is one of the areas that is booming today, between plants are those
that produce essential oils. In this study the antibacterial activity of
essential oils extracted from Clinopodium tenellum ( Huarmi Pennyroyal ) ,
Morella Parvifolia ( Laurel wax ) on strains of S. aureus ATCC 25923 and
E. coli ATCC 25922, causing infectious diseases as sought

gastrointestinal and respiratory , respectively.

From Clinopodium tenellum , Morella Parvifolia , essential oils are
obtained by distillation by steam with a Clevenger trap . Which were
analyzed by gas chromatography using the following five patterns ( alpha-

pinene, beta -pinene , linalool , limonene and menthone ) .

For microbiological analysis, a screening was performed using the
microdilution plate , with which it is possible to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC ) in which the activity or negativity is based
antimicrobial effect . The essential oils and Morella Parvifolia Clinopodium
tenellum were analyzed at different concentrations. The study
demonstrated for the essential oil of Clinopodium tenellum mild activity at
a concentration of 867.8 mg / ml ( MIC 50 ) for E. coli and no activity on S.
aureus , and the essential oil of Morella Parvifolia no activity on E. coli and

S. aureus.

Keywords

Essential oils , Clinopodium , savory tenella , Morella parvifolia .
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INTRODUCCION

Actualmente en el mundo moderno la poblacion crece aceleradamente
y con ella también las enfermedades, como por ejemplo, las
infecciosas producidas por bacterias, virus, hongos, etc. Segun la
Direccion Nacional de Vigilancia epidemioldgica del MSP del Ecuador,
las infecciones respiratorias y gastrointestinales estan entre las
principales causales de enfermedades en el afio 2012. A pesar que
existen muchos antibacterianos para su control o tratamiento, el uso
irracional de éstos viene generando resistencia microbiana.

En el Azuay, el: “Laurel de cera” (Morella parvifolia) y/o “Huarmi poleo”
(Clinopodium tenellum) tienen un importante uso tradicional que se le
atribuye a la accién de curar o mitigar problemas gastrointestinales y

pulmonares.

Tomando en cuenta el uso tradicional que se ha dado por décadas a
estas plantas hemos considerado realizar un estudio investigativo del
Clinopodium tenellum y Morella parvifolia, atribuyendo su probable
efecto antimicrobiano, a los aceites esenciales que estas plantas

producen.

Existen diversidades de especies de plantas nativas y endémicas en
nuestra provincia y pais, que tienen uso tradicional en la poblacion,
pero que aun no han sido estudiadas ni documentadas. Es el caso del
Clinopodium tenellum y Morella parvifolia, por ello es necesario dar un
aporte a la comunidad cientifica y dejar precedente de investigacion,
con estudios proyectados a la busqueda de nuevas opciones y

alternativas para tratar enfermedades infecciosas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES

El Ecuador es destacado como uno de los paises biolégicamente mas
ricos del planeta debido al gran pluralismo de sus zonas climaticas, lo que

se debe a la ubicacién en la zona ecuatorial del planeta (1).

Esto le permite recibir una mayor energia solar, asi también afiadiéndose
factores como la influencia de la cordillera de los Andes, la presencia de
las Islas Galapagos, la confluencia de variadas corrientes oceanicas

calidad y frias cerca de sus costas.

El afan por conocer las bondades de las plantas medicinales, asi como
las diferentes afecciones que curan ha sido un tema tratado desde que la
humanidad existe (2). Es asi que el uso de los aromas y los aceites
vegetales data de por lo menos 3500 afios A. C., utilizados sobre el
cuerpo como elementos curativos, cicatrizantes, etc. En las comunidades
indigenas del Ecuador el uso de aceites esenciales ha llegado hasta

nuestros dias, como un legado de generacion en generacion (3).

Considerando el medio y la gran variedad de plantas medicinales usadas
de forma tradicional, el presente trabajo pretende analizar el potencial
antibacteriano presente en dos especies vegetales endémicas de los
Andes a través del analisis de sus aceites esenciales, el que se centrara
en dos especies especificas: una del género Clinopodium de la familia
Lamiaceae y otra del género Myrica correspondiente a la familia

Myricaceae.

Este criterio es respaldado por la gran cantidad de informacion sobre el
poder antibacteriano mostrado por diversos aceites esenciales de un
amplio numero de géneros de las especies a analizar, que en estudios

demuestran actividades que van desde leve hasta altamente activas (4).

Ma. Angélica Zaruma
Juan Pablo Illescas Pagina 15



O
>

é\ Jg Universidad de Cuenca
g2

UNIVERSIDAD DE CUENCA

d

1.2 PLANTAS A ESTUDIAR
El Ecuador cuenta con mas de 16.000 especies de plantas vasculares, de
estas 5.172 utiles, 3.118 de ellas son usadas con fines medicinales. El
75% de las plantas medicinales son nativas, el 5% endémicas y el 11%

introducidas (5).

Es por ello que para el desarrollo de la investigacion se toma en cuenta
dos especies endémicas de los Andes, pertenecientes a la familia
Lamiacea, Clinopodium tenellum (Nombre comun: Huarmi poleo) y familia

Myricaceae, Morella Parvifolia (Nombre comun: Laurel de cera).

1.2.1 Clinopodium tenellum (HUARMI POLEO)

Familia: Lamiaceae
Género: Clinopodium
Especies: Clinopodium tenellum

Clinopodium comprende 271 especies descritas y de éstas, solo 142
aceptadas en diferente bases de datos de herbarios (6). Varias especies
Clinopodium se utilizan como hierbas medicinales (7). Clinopodium
tenellum es una planta endémica de los Andes Ecuatorianos (8).

Descripcién botanica.

Planta herbacea, de tallo rastrero. Hojas pequefas, opuestas, simples, de
forma cordada con margen lobulado. Las hojas y peciolos presentan pelos
glandulares cortos, las glandulas se encuentran en toda la superficie del
haz y envés. Flores pequefias labiadas de color violeta, son flores
pentdmeras con cinco anteras basifijas, presentan pelos en sépalos y
pétalos. Ovulo supero y tetra carpelar. (Figura 1). Planta de olor

caracteristico, agradable (9).

Ma. Angélica Zaruma
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USOS: Infusion o té, empleado para el mal aire, para resfriados en

forma tradicional.

Figura 1. Clinopodium tenellum

1.2.2 Morella Parvifolia (LAUREL DE CERA)
Familia: Myricaceae
Nombre cientifico: Morella parvifolia (Benth.) Parra-O.

Sindénimo: Myrica parvifolia Benth. (10)
Categoria: Medicinal. (11)

Se encuentra distribuida de los Andes de Venezuela a Peru (10); a nivel
nacional: Azuay, Cafar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, ElI Oro, Loja,

Pichincha, Tungurahua. (11)

Habita en una altitud de 1.700 a mas de 3.900 msnm., a una temperatura
media de 12 a 18°C. Es resistente a heladas y a vientos fuertes. Exigente
en luz. Encontrandose en suelos pedregosos, poco profundos y acidos,

no tolera sequias prolongadas y alta contaminacion. (12)
Descripcién botanica

Arbusto bajo. Las yemas apicales y crecimientos jovenes son

amarillentos; los tallos son retorcidos, nudosos y de color gris.

Hojas alternas, oblanceoladas, de margen conspicuamente entero, apice

agudo, consistencia coridcea y olor muy aromatico.

Flores unisexuales, agrupadas en amentos axiales; los femeninos de
mayor tamafio que los masculinos, con ovario supero y bicarpelar; las

flores masculinas producen abundante polen amarillo que frecuentemente

Ma. Angélica Zaruma
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cubren las hojas. El fruto, es una pequefia drupa de color verde cubierta

de verrugas cerosas. (Figura 2.)

Usos: Esta planta tiene propiedades astringentes, antigripales,
antidiarreicas y estimulantes. Para obtener estos efectos, se utiliza la raiz,
la corteza del tallo, las hojas y la cera extraida de los frutos. Planta muy

aromética por los aceites esenciales que posee (13).

Figura 2. Morella parvifolia

1.3 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales tienen composicion generalmente muy compleja,
con sustancias aromaticas volatiles, responsables de su aroma. Son
sustancias importantes en la industria cosmética, de alimentos y

farmacéutica, generalmente extraidas por arrastre con vapor de agua.

1.3.1 CARACTERISTICAS FISICAS

Los aceites esenciales son volétiles y son liquidos a temperatura
ambiente, con frecuencia tienen una coloracién que va desde incoloro-
amarillo palido a verde esmeralda. Son mas ligeros que el agua con una
densidad entre 0,75 y 0.98 g/cm®. Los aceites esenciales cambian
rapidamente de un liquido a un estado gaseoso; son facilmente

inflamables y queman con una llama brillante (14).

La mayoria son de olor agradable, aunque algunos de olor relativamente

desagradable, ejemplo los del ajo y cebolla (compuestos azufrados) (15).

Son solubles en alcoholes y en disolventes organicos habituales, como

éter o cloroformo, y alcohol etilico de alta gradacion. Son liposolubles y

Ma. Angélica Zaruma
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muy poco solubles en agua, pero son arrastrables por el vapor de agua
(16).

1.3.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS

Los componentes de los aceites se clasifican en:

¢ No terpenoides.- En este grupo tenemos sustancias alifaticas de
cadena corta, sustancias arométicas, sustancias con azufre y
sustancias nitrogenadas. No son tan importantes como los

terpenoides en cuanto a sus usos Y aplicaciones.

e Terpenoides.- Derivan de unidades de isopreno (C5) unidas en
cadena. Los terpenos son una clase de sustancia quimica que se
halla en los aceites esenciales, resinas y otras sustancias
aromaticas de muchas plantas (Ej.: pinos y citricos). Principalmente
encontramos en los aceites monoterpenos (C10), aunque también
son comunes los sesquiterpenos (C15) y los diterpenos (C20).

Pueden ser alifaticos, ciclicos o aromaticos.

Segun los grupos funcionales que tengan pueden ser: alcoholes, fenoles,

aldehidos, cetonas, esteres, éteres, hidrocarburos (16).

1.3.3 DISTRIBUCION Y LOCALIZACION
Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en unas
60 familias de plantas que incluyen las Compuestas, Lamiaceas,

Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas, etc.

Se les puede encontrar en diferentes partes de la planta: en hojas
(eucalipto, menta, romero, etc.), las raices (angélica, valeriana, etc.), el
pericarpio del fruto (limén, naranja, etc.), las semillas (anis, comino, etc.),
el tallo (canela), las flores (lavanda, manzanilla, rosa, etc.) y los frutos

(cilantro, laurel, perejil, etc.). (15)
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1.3.4 CLASIFICACION

El esquema muestra la clasificacion de los aceites esenciales:

Clasificacion de

Aceites Esenciales

—

Consistencia
Esencias

3 i Origen
fluidas [Balsamos [Oleorresmas

Naturaleza

quimica

[ Natural [ Artificial [Sintético

monoterpenos
sesquiterpenos
fenilpropanos

Referencia (15)

1.3.5 PRINCIPALES USOS
Los aceites esenciales tienen mdltiples aplicaciones. Son utilizados en la
industria cosmética, alimenticia, farmacéutica y, entre otros usos,

atribuyéndoseles acciones antibacterianas; antifingicas; etc. (17).

Industria farmacéutica.- Esta es una de las ramas de la industria que
mas aceites esenciales emplea. Se utlizan en la fabricacion de
neutralizantes del sabor desagradable de muchos medicamentos. Gracias
a su actividad antiséptica, los aceites esenciales son muy usados para
problemas de las vias respiratorias; para infecciones urinarias; infecciones
de la epidermis; en antisépticos bucales. Ademds, tienen muchas
propiedades saludables como las de ser antiinflamatorios, analgésicos,
antibacterianos, antiespasmaodicos, entre otras.
En términos generales los aceites esenciales se emplean contra

enfermedades y en aromaterapia. (18)
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1.3.6 MECANISMO DE ACCION
La informacion sobre el mecanismo de accion de los aceites esenciales
es escasa. Estos al ser una mezcla compleja de numerosas moléculas
con gran diversidad de grupos quimicos, es muy probable que la actividad
antimicrobiana no se atribuya a un mecanismo especifico ya que en las

células hay diferentes sitios en donde pueden actuar.

El caracter hidrofébico de los aceites esenciales les permite introducirse
en los lipidos de la membrana bacteriana y mitocondrial, alterando su
estructura y permeabilidad, dando lugar a la fuga de iones y otros
contenidos celulares, de forma méas o menos intensa conduciendo

finalmente a la muerte del microorganismo (19).
1.4 Agentes Bacterianos

1.4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, son bacterias esféricas (cocos) Gram positivas,
de 0.5-1.5 pum de diametro, catalasa y coagulasa positiva, que se
encuentran microscépicamente aislados, en pares, tetrameros formando
racimos irregulares. Son inmoviles, facultativamente anaerobios, no
formadores de esporas, generalmente no capsulados o con limitada
formacion de capsula (20). Son bacterias muy resistentes al calor y
desecacion. Pueden crecer en medios con elevada salinidad y son de
crecimiento rapido (18-24h) (21).

Tiene una amplia gama de determinantes de virulencia. Casi todas las
cepas producen un grupo de enzimas y citotoxinas que incluyen 4
hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta) nucleasas, proteasas, lipasas,
hialuronidasas y colagenasa, siendo su principal funcion convertir tejidos

del huésped en nutrientes requeridos para el desarrollo bacteriano.

S. aureus, estd asociada con una forma de gastroenteritis que se

manifiesta clinicamente por un cuadro de vomitos y diarrea, por su corto
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periodo de incubacion de (1-6 horas) orienta a la sospecha de
enfermedad producida por ingestion de una o mas enterotoxinas
preformadas en el alimento que ha sido contaminado con cepas de S.

aureus (20).

Figura 3. Staphylococcus aureus

1.4.2 Escherichia coli

Escherichia coli, es miembro de la familia Enterobacteriaceae. Es un
bacilo Gram negativo, no forma esporas, es mévil (flagelos paritricos),
miden 0.5u de ancho por 3 p de largo. Son catalasa positiva, oxidasa

negativos, reducen nitratos a nitritos y producen vitamina B y K.

Su estructura antigénica consta de antigeno capsular (antigeno “K”),
antigeno somatico (antigeno “O”) que es de constitucion polisacérida y el

antigeno flagelar (antigeno “H”) constitucion proteica (22).

Pertenece a un grupo de bacterias presentes en el intestino del ser
humano y animales, siendo, la gran mayoria, inocuas en ellos. Sin
embargo, hay algunas cepas de E. coli productoras de toxinas, llamadas
verotoxinas o0 toxinas de tipo shiga que pueden causar cuadros

gastrointestinales graves en el ser humano (23).

Se reconocen 6 grupos:

v' Escherichia coli entero patégena (ECEP)
v Escherichia coli enterotoxigénica (ECET)
v Escherichia coli entero invasiva (ECEI)

v Escherichia coli entero hemorragica o verotoxigénica (ECEH)

Ma. Angélica Zaruma
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v Escherichia coli entero agregativa (ECEA)
v" Escherichia coli adherencia difusa (ECAD) (24)
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIALES

2.1.1 ESTANDARES
Los estandares usados fueron: Alfa — pineno, Beta —pineno, Limoneno,
Linalol y Mentona adquiridos a Sigma — Aldrich (Alemania)

2.1.2 SOLVENTES

Los solventes empleados fueron Dimetilsulfoxido 99% dried adquirido a
laboratorios Merck kGaA (Alemania). Tween 20 adquirido a Sigma —
Aldrich (St. Louis, USA)

2.2 RECOLECCION DE LA PLANTA.

2.2.1 Método

2.2.1.1 RECOLECCION: Morella parvifolia fue recolectada via a Loja, en
la poblacion de Jima con las coordenadas: x = 720042; y = 9°649.033, a
una altitud de 3337 msnm. Clinopodium tenellum se obtuvo en el Mercado
10 de Agosto de la ciudad de Cuenca ubicado en la calle Larga y General

Torres.

2.2.1.2 SELECCION: Se separaron las hojas frescas en buen estado, es

decir, sin lesion o alteracion en su color y libre de materia extrana.

2.2.1.3 LAVADQO: Las hojas seleccionadas se lavaron, tanto en el haz
como en el envés con una corriente de agua potable. Posteriormente en
un recipiente plastico se colocaron las hojas y agua destilada dejandose
en reposo por diez minutos. Transcurrido el tiempo se escurrieron las
hojas y se procedio a colocar sobre una base de madera y malla de acero
inoxidable cubierta con papel periddico, por 24 horas para eliminar parte

del agua.

Ma. Angélica Zaruma
Juan Pablo Illescas Pagina 25



s SIS @"’W FossoENTS

Universidad de Cuenca
o

- ek
| UNIVERSIDAD DE CUENCA!
. 7 ]

2.2.1.4 SECADO: Las hojas colocadas sobre papel peridédico se pasaron
a una bandeja de acero inoxidable sanitizada y colocaron en la estufa Pro
3 (Cuenca, Ecuador) a 40°C por 24 horas aproximadamente.
Posteriormente se pasaron a una funda de papel y se procedié a pesar en

balanza analitica el material para su procesamiento inmediato.

Figura 5. Secado de Huarmi Poleo

2.3 EXTRACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

2.3.1 METODO - DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR:
Se llevo a cabo la extraccion de los aceites esenciales, utilizando el
método de arrastre de vapor de agua durante 3 horas manejando

una trampa de tipo Clevenger para separar aceites esenciales (25)
(26).

a) De las hojas previamente preparadas se pesaron 100 g para
el procedimiento, luego se pasaron a un balén de vidrio de
fondo redondo al que también se adicioné 1 litro de agua
destilada junto con esferas de vidrio para evitar ebulliciones
bruscas al someter a calor.

b) Se armd el equipo para la destilacién, colocando el balon
sobre una manta calefactora sosteniendo el balén con una
pinza, se coloco la trampa tipo Clevenger, se cerré con un
refrigerante sostenido por otra pinza, (uniones deben ser

engrasadas para mejor sellado).
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c) Se conecté la manta, se esper6 a que comience la
ebullicion. Una vez que comenz6 se fue controlando el
proceso de calentamiento en series de 20 minutos encendido
y 5 minutos apagado para evitar ebulliciones bruscas, por un
periodo de 3 horas.

d) Terminado el periodo se apagd la manta y se dejo enfriar por
un lapso de tiempo, se recogié el aceite en la bureta del
sistema de destilacion.

e) Se afadi6 sulfato de sodio anhidro para extraer fracciones de
agua, luego se centrifugé (centrifuga, Sigma) a 3000 r.p.m.
por 5 minutos y paso el aceite a un tubo limpio con la ayuda
de una pipeta Pasteur, finalmente se le adicioné una
corriente de nitrégeno para evitar la oxidacién, sellando bien,

almacenandolo en refrigerador y protegido de la luz.

Figura 6. Equipo de destilacion por arrastre de vapor
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2.4 DENSIDAD

2.4.1 METODO
En una balanza analitica (Boeco) se procedi6 a pesar el picndmetro (2
ml), previamente lavado y secado en estufa a 35 °C. Luego de esto, se

peso el picnbmetro que contenian el aceite esencial.

Con estos datos obtenidos se procedié a realizar los célculos para

obtener la densidad de los aceites esenciales.

Clinopodium tenellum Morella parvifolia
Peso picnémetro de 2.03 ml: 5,6047 g. Peso picnometro de 2.00 ml: 5,7488 g.
Peso picnébmetro/muestra: 7,4462 g. Peso picndmetro/muestra: 7,5245 g.
Peso muestra: 1,8415 g. Peso muestra: 1,7757 g.
_m(9)
V (ml)
5= _ 09071 g/mi 5="777 _ 48878 g/mi
=203 - 09071g/m =200 _08878g/m

2.5 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

2.5.1 METODO

2.5.1.1 Preparacion del Aceite Esencial.
Se prepar6 el aceite esencial a una concentracion de 20.68 mg/ml para

Clinopodium tenellum y una concentracion de 20 mg/ml para Morella

parvifolia:
Clinopodium tenellum Morella parvifolia
1000 pl 907.1 mg 1000 pl 887.8 mg
X=22.80 pl AE 20.68 mg X=22.5 pl AE 20 mg
22.80 pl AE+ 977.2 pl DMSO 22.5 ul AE + 977.5 yl  DMSO

AE: Aceite esencial
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2.5.1.2 Microorganismos.

Se utilizaron dos cepas bacterianas, una Gram negativa: Escherichia coli
ATCC 25922 (American Type Culture Collection) y otra Gram positiva:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, las que se encontraban en leche

descremada para su conservaciéon a -70 °C en biofrizzer.

2.5.1.3 Preparacion de medios de cultivo
e Caldo tripticasa soya

Es un medio nutritivo que favorece el crecimiento de una amplia variedad
de microorganismos, en especial las bacterias anaerobias facultativas y
aerobias comunes. Debido a su capacidad para favorecer el crecimiento,
esta férmula fue adoptada por la Farmacopea de Estados Unidos (USP) y

la Farmacopea Europea (EP) como medio de prueba de esterilidad. (27)
Nota: Al caldo se le afiadié 1% de Tween 20.

2.5.1.4 Cultivo “overnight”
Se selecciond y retird la cepa bacteriana del biofrizzer, colocando en la

estufa por 15 minutos a 35 °C. Luego se atempero las cajas petri con agar
tripticasa soya (TSA). Se sembr6é 100 ul de la cepa bacteriana por
estriado bajo camara de flujo laminar, se incub6 a 35 °C por 24 horas.

2.5.1.5 Preparacion del in6culo
Del cultivo preparado se tomaron las colonias necesarias para llegar a la

concentraciéon requerida. Se colocan en un tubo de agua destilada estéril,
homogeneizamos y se procede a leer en el espectrofotometro a 405 nm, a
una lectura de 0.098 + 0,001 A (0,5 Mc Farland), del que se va a tomar
93.2 ul + 13.907 ml de caldo de tripticasa soya alcanzando una

concentracion final de 5x10°> UFC/ml en la placa.

2.5.2 Screening
Se emplearon placas de 96 pocillos de fondo plano, de los cuales:
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Columnal

Control positivo: Desde la fila A-D (100 pl medio TSB/1% Tween 20 + 100

ul bacteria)

Control negativo: Desde la fila E-H (200 pl medio TSB/1% Tween)
Columna 2-7

Fila A: 180 pl medio TSB/1% Tween + 20 ul AE/DMSO

Fila B-H: 100 pl de medio TSB/1%Tween

Columna 8- 10

Fila A: 180 pl medio TSB/1%Tween + 20 pl DMSO

Fila B-H: 100 pl de medio TSB/1%Tween

La fila A homogenizamos (40 veces) y pasamos 100 ul del homogenizado
a B, de B homogenizado pasar 100 pl a C y asi sucesivamente hasta H,

de H se descartan los 100 pl

En las columnas 2-10 y filas desde A-H afiadimos 100 ul de bacteria
completando 200 pl en cada pocillo con una concentracién de aceite
esencial de 1000 a 8 pg/ml.

Columna 12

Filas A-H control antibidtico

Fila A.- 180 pl medio TSB + 20 pl de gentamicina 0,325 mg/mli
Filas B-H.- 100 pl de medio TSB.

Fila A homogenizar y pasar 100 ul a B y asi hasta H

En toda la columna 12 colocar 100 pl de bacterias completando 200 pl en

cada pocillo.
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Finalmente, sellar las placas e incubar la placa a 35 °C por 21-23 horas.
(28). La técnica fue modificada de acuerdo a las necesidades

encontradas.
2.6 ANALISIS CROMATOGRAFICO

2.6.1 METODO - CROMATOGRAFIA DE GASES

La muestra inyectada se volatiiza en la cabeza de una columna
cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase movil de un
gas inerte no reactivo respecto de la muestra (fase mévil: N, o H,). El
analito pasa a la fase movil por su presién de vapor, en funcién de la
temperatura y de la afinidad que tenga por la fase estacionaria. La fase
estacionaria es un solido, donde el analito se adsorbe o0 mas comunmente
una capa fina de liquido sobre un soporte sdélido donde se disuelve el
analito (29).

La caracterizacion quimica de los aceites esenciales se desarrolld,
usando cromatografia de gases (GC), en un cromatégrafo Agilent
Technologies 6890 (Estados Unidos de Norteamérica) en una columna
DB-5J&W 122 — 5062, (60 m de largo x 0,25 mm de diametro x 0,25 um
de pelicula). Para la identificacion y diferenciacion con los estandares
adquiridos (Alfa — pineno, Beta —pineno, Limoneno, Linalol, Mentona), con
una fase estacionaria de (5%- Fenil) — Metilpolisiloxano la cual soporta

altas temperaturas.

El flujo adecuado para el andlisis estuvo en 2,2 ml por minuto. Se utilizé
una temperatura inicial de 38 °C por dos minutos con una rampa de 10°C

por minuto hasta llegar a 160 °C que se mantuvo hasta los 24 minutos.

Con los parametros antes citados se realizé el corrimiento del solvente
(hexano) inyectando una cantidad de 0,2 pl. Un segundo analisis se

realizd con cada uno de los patrones, obteniendo de cada uno de ellos un
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pico con un tiempo de retencién especifico. Luego se realiz6 una mezcla

de todos los patrones con el hexano (solvente) obteniendo el

cromatograma en el que se basoé nuestro analisis.

Finalmente se realiz6 el corrimiento de los aceites esenciales a una
dilucion de 1/100.

2.7 Procesamiento estadistico

El procesamiento estadistico-matematico se realiz6 fundamentalmente en
el programa Microsoft Excel® v. 2011 para Windows. En este sentido se
calcularon en cada caso pertinente la media, la desviacion estandar vy el
error tipico de la media (para los por ciento de inhibicion y las

concentraciones minimas inhibitorias obtenidas).

Para la obtencidbn de las concentraciones minimas inhibitorias, se
transformé logaritmicamente la variable concentracién de aceite esencial,
del control positivo y del control DMSO. Con estos datos se obtuvo el
grafico cartesiano Y (% de inhibicion del crecimiento) vs. X (Logaritmo
neperiano de la concentracién de inhibidor). Del mismo se seleccionaron
los puntos mas adecuados para trazar la recta de mejor ajuste por el
método de los minimos cuadrados y que ocupe el rango de 50 % de 90 %
de inhibicién. El ajuste se evalué por el coeficiente R?, que reporta valores
entre 0 a 1; mientras mas cercano a 1 mejor serd el ajuste de la recta a
los puntos experimentales. Las CMI50 y CMI90 se obtuvieron de dicha
recta al evaluar cudl sera la concentracion de aceite esencial en la que se

obtiene un 50 % y un 90 % de inhibicion.

El coeficiente de variacion se calcul6 dividiendo la desviacién estandar
entre el valor medio de un conjunto de datos o resultados de réplicas

experimentales.

Este se puede emplear para indicar cuan dispersos estan los datos

alrededor del valor central, por lo que puede utilizarse para indicar cuan
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precisa es la metodologia empleada en la determinacion de la
susceptibilidad de las bacterias analizadas al antibidtico y al aceite

esencial de cada planta.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencidn y caracterizacion inicial de los aceites esenciales de C.
tenellum (Huarmi P6leo) y M. parvifolia (Laurel de Cera).

La destilacion por arrastre de vapor o hidrodestilacion es una de las
técnicas mas empleadas para la obtencion de aceites esenciales de las
plantas. En el presente estudio mediante este proceder se obtuvieron los
aceites de las plantas Clinopodium tenellum (“Huarmi Pdéleo”) y Morella
parvifolia (“Laurel de Cera”). Las propiedades fisico-quimicas de estos se

presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento y propiedades fisicas de los aceites esenciales

obtenidos.
Aceite esencial
Peso .
Planta Indice de Densidad Rendimiento
(9) Color Olor »
refraccion (g/ml) (m1/1009)
Amarillo Mentolado,
C. tenellum 100 ) 1,4765 0,9071 0,8
palido Agradable.
o ) Picante,
M. parvifolia 100 Amarillo 1,4852 0,8878 1,0
penetrante.

Algunos autores platean que los aceites esenciales son incoloros o
ligeramente amarillos recién destilados, aunque con posterioridad pueden
oxidarse y tomar otras tonalidades como café, amarillo fuerte, verde o
marrén, en dependencia de sus componentes que a su vez se relacionan

con el metabolismo secundario de las plantas de las que se obtienen (30).

El olor de los aceites esenciales es variado y depende de los compuestos
volatiles presentes en ellos. Se describen aromas fuertes, dulces o

frutales, floral, alimonados, picantes, agradables, etc (31) (30).

El indice de refraccion es un dato fisico que se relaciona especificamente
con la composicion y estructura de cada sustancia traslicida. Segun la ley

de Snell este puede obtenerse de forma relativa al comparar la desviacion
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respecto a la vertical de la trayectoria de un haz de luz al pasar de un
medio con un indice de refraccion conocido a otro desconocido. Mientras
mas se diferencien estos indices de refraccidbn mayor sera la desviacion

del haz de luz de la trayectoria original.

En el estudio de los aceites esenciales, el indice de refraccion es
caracteristico de cada aceite y varia fundamentalmente con el tipo de
compuestos quimicos presentes, la densidad y la temperatura del medio.
Por eso es dificil siquiera reportar para una misma especie de planta un
anico indice de refraccion ya que la composicion de su aceite puede
variar de acuerdo a mdultiples factores fisiol6gicos y de procedimientos de
obtencion y procesamiento de las muestras (32)

En este sentido, Hussain et al (33) investigaron el comportamiento de esta
variable en cuatro especies de diferentes géneros de la familia
Lamiaceae, la misma de Clinopodium sp. Los resultados fueron variables
y se distribuyeron en un rango desde 1,4620 a 1,5050 a una temperatura
de 25°C, relativamente cercana a la empleada para las mediciones en
esta investigacion (20°C). Aunque no se pueden comparar los resultados
de manera exacta por las diferencias en las temperaturas en las que se
determinaron los parametros, pudieran indicarnos en parte que los valores
de indice de refraccion del aceite esencial de Clinopodium tenellum estan
dentro del rango establecido, ya que estos varian levemente con el
aumento de temperatura (34). Esto queda apoyado por los resultados de
Castilho et al (35), en la especie Clinopodium ascendens (Jordan)
Sampaio, cuyo aceite esencial obtenido por un método similar tuvo un

indice de refraccion de 1,475, muy cercano al reportado en este trabajo.

Asimismo por lo general en su estado fisico los aceites esenciales
derivados de plantas son liquidos oleosos a temperaturas superiores a los
15°C con una densidad inferior a 1,000 g/ml (31) (30).
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El rendimiento de la destilacion por arrastre de vapor generalmente es
bajo, oscila entre 0,2 % y 3 % dependiendo de muchos factores. El tipo de
planta, la porcion empleada, el estado fisiologico y el procedimiento de la
destilacion u obtencién del material inicial son elementos importantes a
considerar en esta variabilidad (36) (37) (38) (31).

3.2 Composicion quimica de los aceites esenciales.
El andlisis de los cromatogramas obtenidos para C. tenellum y M.

parvifolia indican una gran variedad de compuestos.

En ambos casos se pudo comprobar la presencia de los cinco patrones
disponibles: alfa-pineno, beta-pineno, limoneno, linalol y menthona (Vea

los cromatogramas en las figuras 1y 2).
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Figura 1. Cromatograma del aceite esencial de Huarmi Poleo (C.

tenellum).
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Figura 2. Cromatograma del aceite esencial de Laurel de Cera (M. parvofolia).

Considerando que cada pico que se observa en el cromatograma se
corresponde con alguno de los compuestos volatiles de las muestras de

aceites, se debe entonces suponer que se tienen indicios de al menos
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unos 40 compuestos en el aceite de Laurel de Cera y alrededor de 30

compuestos en el Huarmi Poleo.

Aunque en ambos casos se detectaron los compuestos antes
mencionados estos no se encuentran en igual proporcion en los aceites
estudiados. Lo anterior es logico si se considera que las plantas
pertenecen a diferentes familias, lo que puede indicar diferencias
fitoguimicas y metabdlicas marcadas (Tabla 2).

Tabla 2. Proporcién relativa de los compuestos identificados referida al

area total en el cromatograma.

M. parvifolia C. tenellum
Nombre Area (pA*s) % Area (pA*s) %
Alfa-Pineno 9,63 1,24 0,411 0,05
Beta-Pineno 5,91 0,76 0,799 0,10
Limoneno 10,49 1,35 0,585 0,07
Linalol 33,97 4,36 5,17 0,63
Menthona 8,05 1,03 2449 29,76
Desconocido 130,35 16,73 499,96 60,75
Subtotal* 68,05 8,73 251,865 30,60
Total 779,18 100,00 822,975 100,00
Cantidad de compuestos aprox. 40 Aprox. 30

*: El subtotal esta calculado en base a los compuestos identificados solamente.

De la tabla anterior se puede concluir que los compuestos identificados se
encuentran relativamente en pequefias proporciones respecto al total.
Solo la menthona en el Huarmi Poleo se localiza en proporciones

considerables, cercanas al 30 %, muy superior a los demas componentes

La variedad de compuestos en los aceites esenciales de las especies del
género Clinopodium es un hecho sugerido por otros autores. De este

modo, Gilardoni et al (39) indican que el aceite de Clinopodium

Ma. Angélica Zaruma
Juan Pablo Illescas Pagina 40



Universidad de Cuenca

nubigenum Kunth (Kuntze), obtenido y analizado por un procedimiento
similar al presentado en el presente trabajo, presenta un nimero superior
a los 70 compuestos. En este caso la pulegona y la menthona fueron los
compuestos identificados en mayor proporcién (Pulegona entre 37,11 —
72,79 % y Menthona entre 0,15 — 11,57 %). También fueron identificados
en muy pequefas proporciones el alfa-pineno, el limoneno y el linalol. El

beta-pineno no fue detectado.

Por su parte, Castilho et. al. (35) en otra especie del mismo género
(Clinopodium ascendens (Jordan) Sampaio) también reporté una gran
variedad de compuestos siendo los mas abundantes un pequefio grupo
relacionado estructuralmente como las cis/trans-isopulegonas, la
pulegona y el isopulegol, representando mas del 90 % de los compuestos

detectados.

Si bien no se identificé en el presente estudio por falte de este patron, el
compuesto que posee mayor proporcion en este aceite esencial bien
pudiera tratarse de la pulegona o de alguno de sus derivados. La
presencia de menthona en altas concentraciones queda apoyada por los

planteamientos anteriores.

En la literatura consultada tampoco se encontraron reportes previos que
indiqguen con precision cual es la composicion quimica basica del aceite
esencial de Morella parvifolia. De hecho, hasta dentro de la misma familia
Myricacea se muestran resultados bastante distantes en cuanto a los

compuestos constituye ntes.

Entre los compuestos mas abundantes en la familia Myricaceae se han
citado a: beta-elemenona, selenina-3,7(11)-dieno, cimeno, n-hexadecanaol,
acetato de eudesmol, acido palmitico, mirceno, limoneno, beta-cayofileno,
germacreno y delta-cadieno (40) (36) (37) ( (32).
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En el caso particular del género Morella, Anofi Omotayo (41) indica que
sus aceites esenciales pudieran estar constituidos fundamentalmente de
taninos, saponinas, flavonoides, esteroides y moléculas terpenoides. En el
caso particular de la especie Morella pubescens (Humb. et Bonpl. ex
Willd.) Wilbur los compuestos fundamentales resultan ser el germacreno,
la selina-3,7(11)-dieno y el delta-cadineno, representando entre ellos
aproximadamente un 60 % de la masa total (40). Ninguno de tales
compuestos se pudo identificar en el presente trabajo por la carencia de
patrones, sin embargo estos resultados indican que los constituyentes
volatiles identificados en el aceite esencial de Morella parvifolia pudieran
no ser los de mayor proporcion. Esta suposicion queda apoyada cuando
se analiza que en el cromatograma aparecen al menos cuatro
compuestos no identificados con valores de porcentaje relativo

superiores.

3.3 Evaluacién de la actividad antimicrobiana.
Los resultados de la evaluacién de la actividad antimicrobiana se
presentan en la tabla 3. Solo el Huarmi Poleo (Clinopodium tenellum)

mostré una leve actividad bacteriostatica frente a E. coli.

Tabla 3. Resultados de las CMI50 y CMI90 de los aceites esenciales de

Huarmi Poleo y Laurel de Cera frente a los organismos de prueba.

E. coli S. aureus
Tratamiento CMI50 CMI90 CMI50 CMI90
(pg/ml) (ug/ml) (Mg/ml) (ug/ml)

DMSO | - | = | = e
Gentamicina 95+6,4 345+121 | | @ ---—-— | -
C.tenellum | 893.26 +279.8 | - | | = - |  e=---

M. parvifolia e e T e—

CMI50:; Concentracion a la cual se inhibe el crecimiento bacteriano en un 50 %;
CMIQ0: Concentracion a la cual se inhibe el crecimiento bacteriano en un 90 %;
DMSO: Dimetilsulféxido (diluyente).
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Aunque existe una relacién entre la dosis de aceite y porcentaje de
inhibicion del crecimiento microbiano, se requiere una concentracion
mucho mayor a 1000 pg/ml para provocar una reduccion en un 50 % de
la velocidad de crecimiento con el aceite de la especie Morella parvifolia.
Esta concentracién se considera por algunos autores como un limite para
identificar si el aceite esencial posee 0 no actividad antimicrobiana (42).
Se requiere una menor del aceite esencial de Clinopodium tenellum
(Huarmi Poleo) para tener el mismo efecto (Véase Figuras 3 y 4 como

ejemplo).

60

50 )

40

POR CIENTO DE INHIBICION DEL

30

20

10
oj

2,00 2,78 3,47 416 486 555 6,24 694

CRECIMIENTO

-10
LN(C(x))

Figura 4. Efecto de la concentracion del aceite esencial de Clinopodium tenellum sobre el
crecimiento microbiano de E. coli. Se presentan los valores medios de los por cientos de inhibicion

+ 1 Desviacion Estandar.

Varios estudios sugieren que los aceites esenciales y diferentes extractos
(acuoso, etandlico, acetona, etc.) de diversas plantas de la familia
Lamiaceae poseen cierta actividad antimicrobiana. No obstante, las
investigaciones al respecto parecen concentrarse en las especies del
género Satureja y Micromeria (43) (44) (45) (46) (47). Casualmente, la
especie Clinopodium tenellum que se investiga aca tiene como nombres

sinbnimos los de Micromeria tenella (Epling) R. Morales y Satureja tenella
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Epling. Ello hace pensar que taxonOmicamente comparte muchos

caracteres con las especies de los géneros anteriores.

35
; /-
20
. /
s 4/& i }

0 + T
2.09 2.78 3.47 417 4.86 5.55 6.24 6.94

LN(C(x))

% INHIBICION DEL CRECIMIENTO

Figura 5. Efecto de la concentracion del aceite esencial de Clinopodium tenellum sobre el
crecimiento microbiano de S. aureus. Se presentan los valores medios de los por cientos de

inhibicion + 1 Desviacion Estandar.

En la literatura consultada no se encontraron trabajos experimentales
sobre las propiedades antimicrobianas de la planta Clinopodium tenellum
pero si de algunas especies de este género, siendo las mas estudiadas

en este sentido algunas variedades de Clinopodium vulgare.

La Clinopodium vulgare L. es una planta ampliamente utilizada en la
medicina folcldrica de Bulgaria. En este pais, Opalcheva and Obreshkova
(48) demostraron una potente actividad antimicrobiana de los extractos
etandlicos y en propilen-glicol de esta planta, tanto para microorganismos
Gram (+) como Gram (-), e incluso contra microorganismos resistentes a
antibioticos aislados de urocultivos. Stefanovic et al (49) corroboraron los
resultados anteriores, incluyendo en su estudio a varias cepas de las

bacterias E. coliy S. aureus, las mismas de la presente investigacion.
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A pesar de lo anterior, la subespecie Clinopodium vulgare L. Subsp.
vulgare L. en Turquia no mostré tal potencia en la inhibicion de los
mismos patdgenos, aunque se debe aclarar que aplicaron una técnica de
evaluacion diferente (50). Solo los extractos alcohdélicos mostraron una
ligera actividad frente a las bacterias que se investigan en el presente

trabajo.

Los extractos de otra especie del género como Clinopodium nubigenum
Kuth (Kunze) y el aceite esencial de Clinopodium ascendens (Jordan)
también muestran resultados en parte discordantes: por un lado el hongo
Candida albicans es sensible a los extractos de la primera planta mientras
que no lo es al aceite esencial de la segunda. Ello parece estar
estrechamente relacionado con una diferente composicion de metabolitos

secundarios.

La basqueda de informacion sobre la actividad antimicrobiana de aceites
esenciales o extractos de Morella parvifolia también dio resultados

infructuosos.

Una investigacion en Morella serata (Lam.) Killick, sugiere que los
principales constituyentes de esta especie se corresponden con los
taninos, las saponinas, los flavonoides, los esteroides y los terpenoides
(41). Otro estudio, esta vez colombiano, sugeria que los principales
compuestos en Morella pubescens (Humb. et Bonpl. ex Willd.) Wilber,
pueden ser el germacreno B, la selina-3,7(11)-dieno y el delta-cadineno
(40).

Las plantas de la familia Myricaceae muestran actividad antibiética. Una
de las méas estudiadas, Myrica gale, posee actividad contra disimiles
patdgenos bacterianos y fungosos, incluidos la E. coli y S. aureus, sin
embargo la efectividad contra estos ultimos depende de la cepa que se
emplee (32). Algo similar ocurre con las especies Myrica rubra, Myrica
esculenta y Myrica serrata (51) (37).
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Varios estudios indican que en estas diferencias influyen un gran

namero de factores ya sean propios de la planta, el ambiente, la
interaccion entre la planta y su ambiente, asi como las técnicas de
recoleccién y procesamiento de las muestras bioldgicas, las cepas de
microorganismos estudiados y el ensayo de sensibilidad utilizado entre

otros muchos (52).

Tales discordancias se presentan también dentro de distintos cultivares
de una misma especie, fundamentalmente por la diferente composicion en
compuestos biolégicamente activos frente a los microorganismos

evaluados.

Por ejemplo, la especie Myrica gale L. ha mostrado diferente actividad y
composicion quimica en diferentes paises. Nakata et al (32) reportan en
Japon que esta planta posee como constituyentes fundamentales a la
beta-elemenona, la selina-3,7(11)-dieno, el cimeno, el limoneno, el 1,8-
cineole y el beta-pineno; mientras, Sylvestre et al (36) habian planteado
anteriormente que sus principales compuestos son el mirceno, limoneno,

alfa-felandreno y beta-cariofileno en una variedad canadiense.

La relacion entre actividad antimicrobiana y la composicién quimica de los
aceites esenciales es un elemento ampliamente aceptado. En este
sentido, algunos autores plantean que tal asociacion depende
fuertemente del contenido de fenoles en la muestra estudiada (53).

En concordancia con esto Dorman and Deans (54) habian demostrado
una diferente susceptibilidad de 25 especies de bacterias a 21
compuestos frecuentemente encontrados en seis especies de plantas dos
de las cuales pertenecen a las familias estudiadas aca. Los
microorganismos evaluados eran mucho mas susceptibles a los
compuestos fenolicos que a otras estructuras monoterpenoides, indicando
que los compuestos con mayor actividad antimicrobiana son el timol, el

carvacrol y el alfa-terpineol. Algo similar sugieren los resultados de
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Sokovic et al (55) aun empleando una metodologia de evaluacion

diferente.

Se han dado hipétesis que sugieren que tal comportamiento se relaciona
con la presencia de grupos oxigenados, los que les confieren cierta
solubilidad en agua a los fenoles, aldehidos y cetonas, sobre otros
compuestos liposolubles. Esto favorece una mayor difusibn en medio

acuoso hasta su sitio de accién (55).

Segun los autores anteriores, los cinco compuestos identificados acé solo

poseen una ligera 0 modesta actividad, especialmente sobre la E. coli.

Con el analisis anterior se puede decir que las bacterias empleadas para
el presente estudio son resistentes a los aceites esenciales de Morella
parvifolia. y Clinopodium tenellum. Solo en el caso de la E. coli se registra
una leve actividad bacteriostatica segun los criterios de Holetz et al (42),
que indican: sin actividad cuando la concentracibn minima inhibitoria
supera los 1000 pg/ml, es débil cuando se ubica entre los 500 a 1000
pug/ml, moderada cuando estd entre 100 pg/ml y 500 up/ml. Los valores
inferiores a 100 pg/ml se consideran con fuerte actividad.

Lo anterior puede deberse a un pobre contenido de compuestos fendélicos
y alcoholes que son los que han demostrado frecuentemente mayor
actividad antibidtica. No obstante, para corroborar tal suposicion debe
realizarse un estudio mas detallado sobre la composicién quimica de los

dos aceites.

Se debe notar que los ensayos de susceptibilidad microbiana empleados
en este estudio presentaron una gran variabilidad en sus resultados, con
coeficientes de variacion superior al 30 % en las estimaciones de las
concentraciones minimas inhibitorias (obsérvese la magnitud de las
desviaciones estandar para los valores medios de % de inhibicion del

crecimiento en las figuras 4 y 5). Por ello los resultados de CMI50 y

Ma. Angélica Zaruma
Juan Pablo Illescas Pagina 47



Universidad de Cuenca

CMI90 reportados acad deben tomarse solo como indicios de
susceptibilidad mas que como valores exactos. Se necesitan estudios
mas detallados que permitan implementar mejoras en esta metodologia

de ensayo para reportar resultados mas exactos y precisos.
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CONCLUSIONES.

e Los aceites esenciales obtenidos de las dos plantas, mostraron
propiedades fisicas similares a las reportadas en la literatura.

e Ambos aceites presentaron linalol, limoneno, beta-pineno, alfa-
pineno y mentona, en diferentes proporciones poco importantes.
Solo la mentona se encontré en cantidades apreciables en el aceite
esencial de Clinopodium tenellum.

e El aceite esencial de Morella parvifolia no mostré actividad
antibacteriana frente a los microorganismos estudiados.

e El aceite esencial de Clinopodium tenellum, solo mostré una leve
actividad bacteriostatica frente a la Escherichia coli. Esto pudiera
estar asociado a la presencia de mentona y de otro compuesto no
identificado los que se encuentran en mucha mayor cantidad que

los demas.
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RECOMENDACIONES.

e Realizar un estudio mas detallado sobre la composicion quimica
del aceite esencial de C. tenellum.
e El aceite esencial de C. tenellum debe ser evaluada su capacidad

antibacteriana frente a una mayor variedad de microorganismos.
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ANEXO 1.

ESQUEMA EN PLACA DE MICRODULICION

2

180 pl
TSB+20
AE/DMSO
+100pl B
100p! TSB
+100uI2A
+100ul B

100pl TSB
+100u12B
+100ul B

100ul TSB
+100u12C
+100ul B

100! TSB
+100uI2D
+100ul B
100pl TSB
+100p12E
+100ul B
100pl TSB
+100ul2F
+100ul B
100ul TSB
+100u12G
+100ul B

NOTA: Todos los pocillos acepté en la columna 11 van a quedar con 200 pl.

3

180 pl
TSB+201
AE/DMSO
+100p! B
100p! TSB
+100pI3A
+100pl B

100pl TSB
+100pI3B
+100ul B

100ul TSB
+100uI3C
+100ul B

100! TSB
+100uI3D
+100pl B
100ul TSB
+100uI3E
+100ul B
100pl TSB
+100pI3F
+100ul B
100ul TSB
+100uI3G
+100pl B

4

180 pl
TSB+201
AE/DMSO
+100p! B
100p! TSB
+100p14A
+100ul B

100ul TSB
+100p14B
+100ul B

100ul TSB
+100pl4C
+100ul B

100pl TSB
+100p14D
+100ul B
100ul TSB
+100p14E
+100ul B
100ul TSB
+100ul4F
+100ul B
100ul TSB
+100ul4G
+100ul B

5

180 pl
TSB+20)L
PATRON
+100p! B
100pl TSB
+100pI5A
+100ul B

100pl TSB
+100ul5B
+100ul B

100pl TSB
+100uI5C
+100ul B

100p! TSB
+100uI5D
+100ul B
100pl TSB
+100pI5E
+100ul B
100pl TSB
+100ul5F
+100ul B
100ul TSB
+100uI5G
+100ul B

Interpretacién de colores:

NEGRO= MEDIO TSB + TWEEN 20

6

180 pl
TSB+20u
PATRON
+100pl B
100p! TSB
+100pI6A
+100p! B

100pl TSB
+100ul68B
+100ul B

100ul TSB
+100ul6C
+100ul B

100l TSB
+100ul6D
+100pl B
100ul TSB
+100uI6E
+100ul B
100pl TSB
+100pI6F
+100ul B
100ul TSB
+100ul6G
+100ul B

CELESTE= ACEITE ESENCIAL + DMSO
NARANJA = PATRON CON ACTIVIDAD

VERDE= GENTAMICINA

MORADO= DMSO
ROJO= BACTERIAS

7

180 pl
TSB+201
PATRON
+100p! B
100p! TSB
+100pI7A
+100ul B

100ul TSB
+100ul7B
+100ul B

100ul TSB
+100pl7C
+100ul B

100pl TSB
+100ul7D
+100ul B
100ul TSB
+100p7E
+100ul B
100ul TSB
+100ul7F
+100ul B
100ul TSB
+100ul7G
+100ul B

8

180p1 TSB
+20pl
DMSO +
100p! B
100p! TSB
+100pI8A
+100p! B

100pl TSB
+100u18B
+100ul B

100ul TSB
+100u18C
+100ul B

100pl TSB
+100pI8D
+100ul B
100pl TSB
+100pI8E
+100ul B
100pl TSB
+100uI8F
+100ul B
100ul TSB
+100pI8G
+100ul B
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9

180pI TSB
+20u
DMSO +
100u! B
100p! TSB
+100pI9A
+100ul B

100pl TSB
+100u198B
+100ul B

100pl TSB
+100uI9C
+100ul B

100p! TSB
+100uI9D
+100ul B
100ul TSB
+100pI9E
+100ul B
100pl TSB
+100pI9F
+100ul B
100ul TSB
+100u19G
+100ul B

10

180pl TSB
+20u
DMSO +
100ul B
100pl TSB
+100uI10A
+100ul B

100ul TSB
+100p110B
+100pl B

100ul TSB
+100u110C
+100ul B

100pl TSB
+100u110D
+100pl B
100ul TSB
+100pI10E
+100ul B
100ul TSB
+100pul10F
+100ul B
100ul TSB
+100u110G
+100pl B
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12

180ul TSB +
200G
+100ul B

100p! TSB
+100pI12A
+100ul B

100ul TSB
+100p112B
+100ul B

100ul TSB
+100ui12C
+100ul B

100pl TSB
+100u112D
+100ul B
100ul TSB
+100pI12E
+100ul B
100ul TSB
+100ul12F
+100ul B
100ul TSB
+100ul12G
+100ul B
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ANEXO 2.

MODELO DE PLACA UTILIZADA EN EL ESTUDIO

Fotografia 1. Placa una vez realizado el procedimiento de siembra e
incubacion a 35° C por 21 — 23 horas.
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ANEXO 3.

Cuenca, 28 de Enero del 2014

Una vez revisadas las claves botdnicas y cotejada la planta con las colecciones presentes
en el Herbario y en las correspondientes pdginas web,

Certifico que la muestra botdnica entregada por los Sefiores Juan Pablo lllescas Ortega y
Marfa Angélica Zaruma Mochas corresponde a la especie:

Clinopodium tenellum (Epling) Harley

Familia Lamiaceae

[
| )

' 'w*J "Jm_l.

Dra. Raffaela Ansaloni
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